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第１章 緒論 
 
動物を取り巻く環境中には多種多様な化学物質が存在しており、個体は常に何らか
の化学物質にさらされながら活動している。これまで、哺乳類の個体に対する、化学
物質の中枢神経系、生殖内分泌系、免疫系における暴露影響が数多く報告されており、
安全な利用のためには、環境中で用いる化学物質の適切な選択が重要である（Mnif et 
al. 2011; Kabir et al. 2015）。 
  従来の毒性学において、化学物質の暴露影響の検証は、成熟個体を中心に行われ
てきた。しかし、近年、親世代の配偶子形成から受精を経て発生期および生後の発達
期までの時期での化学物質暴露が、低用量であっても、個体の成熟後に中枢神経・免
疫・生殖機能に影響を及ぼす恐れが指摘されている（UNEP and WHO 2013）。この現
象については、従来の化学物質暴露に関する影響評価では十分考慮されていない。し
たがって、一般的に使用され、環境中で暴露される可能性のある化学物質について、
発生-発達期（個体にとっての「早期」）の暴露影響を解明することが急務である。 
動物生産領域においては、様々な化学物質が、飼養時、または土壌を介して、家畜・
野生動物へ影響を及ぼすことが懸念される。動物生産で使用される化学物質にも当て
はまる場合、気付かないうちに家畜の生産性（気質や管理のしやすさ、繁殖成績など）
を低下させている恐れがある。本研究では、マウスモデルを用いて、環境中に存在し
うるレベルの濃度を想定した、化学物質の早期暴露によって誘発される成熟後の生体
影響を解明する。 
 
 
第２章 発生-発達期における低用量ペルメトリンの慢性暴露による雄マウス行動 
影響 
 
【緒言】 
本研究では、ピレスロイド系殺虫剤の１つである「ペルメトリン」をモデル化学物
質として用いた。ペルメトリンは、昆虫の神経細胞（軸索）に作用し、電位依存性ナ
トリウムチャネルを持続的に開くことで脱分極を生じさせ、正常な神経伝達を阻害す
ることで殺虫効果を示す（Aldridge 1990; Soderlund et al. 2002）。その人畜に対する毒
性の低さと汎用性から、家庭用、農業用として世界中で広く用いられている（Miyamoto 
et al. 1995; Ray and Forshaw 2000; Bradberry et al. 2005）。一方で、ピレスロイド系殺虫
剤は、標的以外の動物に対しても神経毒性を持つ場合があり（Bjørling-Poulsen et al. 
2008）、哺乳類の神経系に悪影響を及ぼす恐れがあることを示す多くの研究が存在す
る（Ray and Fry 2006）。ペルメトリンを含め、ピレスロイド系殺虫剤の成熟動物への
神経毒性については十分な報告があるが、発生-発達過程の動物への神経毒性につい
ては限定的である（Shafer et al. 2005）。本章では、ペルメトリンの低用量早期慢性暴
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露による、個体の成熟後の中枢神経系への影響を検討する。 
 
【材料と方法】 
C57BL/6 雌雄マウス（６週齢）に対し、一日摂取許容量（ADI）である 0.05mg/kg/day
に基づき、これに相当する 0.3ppm となるよう調整したペルメトリンを連続的に飲水
投与した。投与は８週齢にて雌雄を同居させ、交配後、妊娠雌が出産、産仔を４週齢
で離乳させるまで続けた。雄の産仔について、成熟後（10 週齢）に個体の行動に及ぼ
す影響の評価系として、自発運動量、情動行動、学習記憶能に着目し、オープンフィ
ールド試験、明暗往来試験、恐怖条件付け学習記憶試験の３つの行動試験を行った。 
 
【結果と考察】 
ペルメトリン暴露群において、ペルメトリンに起因する臨床的徴候は、投与期間中
および投与後に観察されず、一般飼育環境下での異常行動は認められなかった。また、
実験期間中および行動試験前後において、コントロール群とペルメトリン暴露群の体
重に有意な差はなかった。 
オープンフィールド試験において、コントロール群に対し、ペルメトリン暴露群で
総移動距離が有意に低下した（図１A）。特に不安関連行動の指標とされるオープンフ
ィールド試験における中央滞在時間（図１B）および明暗往来試験（図２）では有意
な差はみられなかった。しかし、明暗往来試験において、有意差はないものの、ペル
メトリン暴露群の暗室待機時間がコントロール群と大きく異なり、増加傾向を示した
（図４:Latency to enter light）。そのため、ペルメトリン暴露群で観察された影響は、新
奇環境に対する不安の亢進というよりは、軽度ではあるが、新奇環境に対する適応不
全を示していると考えられた。 
恐怖条件付け学習記憶試験において、条件付けが繰り返されるたびに、コントロー
ル群およびペルメトリン暴露群においてフリージング率が増加していることから、両
群ともに学習の成立が確認された（図３A）。また、そのフリージング率に関して、コ
ントロール群とペルメトリン暴露群の間に有意な差はみられなかったものの、３回目
の条件提示に対するフリージング率は、ペルメトリン暴露群で低い傾向にあった（図
３A）。空間-連想記憶試験時のフリージング率について、コントロール群とペルメト
リン暴露群との間に有意な差はみられなかった（図３B, B’）。音-連想記憶試験に関し
て、ペルメトリン暴露群において、コントロール群と比較して、音刺激後に有意に低
いフリージング率を示した（図３C, C’）。以上の結果から、ペルメトリン暴露群にお
いて、記憶の想起が障害されていることが疑われ、学習・記憶に関与する海馬-扁桃体
への影響が考えられた。 
 
【小括】 
早期にペルメトリンを長期にわたり低用量暴露した雄マウスの成熟後の中枢神経
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系（行動）への影響として、新奇環境における軽度の適応不全および学習記憶異常を
捉えた。すなわち、早期におけるペルメトリンの慢性暴露は、低用量（ADI レベル）
でさえ、成熟後の行動に影響を及ぼすことが示唆された。 
 
 
第３章 発生-発達期における低用量ペルメトリンの慢性暴露によって生じた行動 
影響に関連した雄マウス海馬の解析 
 
【緒言】 
第２章の結果から、ペルメトリン暴露群において、特に記憶の想起が障害されてい
ることが疑われ、学習・記憶に関与する海馬-扁桃体への影響が考えられた。本章では、
ペルメトリン暴露群において捉えた行動影響に関連するマウス脳領域、特にマウス海
馬歯状回での神経回路に関わる細胞に着目して行動影響との関連を探る。 
 
【材料と方法】 
行動試験に供試した雄マウス（12 週齢）から脳組織をサンプリングし、組織切片を
作製後、HE 染色および免疫組織化学を行った。免疫組織化学においては、海馬歯状
回における DCX（新生ニューロンマーカー）、NeuN（成熟ニューロンマーカー）、SOX2
（神経幹細胞マーカー）陽性細胞のカウント、およびグリア細胞（アストロサイト、
オリゴデンドロサイト）の形態解析を行った。 
 
【結果と考察】 
HE 染色の結果、ペルメトリン暴露群の海馬組織切片において、コントロール群と
比較して、海馬の特徴的な変化（神経細胞脱落等）は観察されなかった（図５）。 
免疫組織化学の結果、ペルメトリン暴露群の海馬歯状回において、コントロール群
に比べ DCX の強いシグナルが観察された（図６A-d, e）。また、DCX 陽性細胞数は、
コントロール群に比べてペルメトリン暴露群で有意に増加した（図６B）。NeuN およ
び SOX2 の陽性細胞数は、コントロール群とペルメトリン暴露群との間に有意な差は
みられなかった（図７B, C）。これらの結果から、早期におけるペルメトリンの暴露に
よるシグナルかく乱の結果、学習記憶に関与する海馬での神経新生のバランスが崩れ
たことが示唆された。GFAP（アストロサイトマーカー）の染色像から、ペルメトリン
暴露群の海馬歯状回で、アストロサイトの減少が観察された（図８D）。また、アスト
ロサイトの形態として、突起が短いものが多く観察された（図８d, d’）。MAG（オリ
ゴデンドロサイトマーカー）の発現パターンに関しては、コントロール群とペルメト
リン暴露群との間に顕著な差はみられなかった（図９A-D）。アストロサイトは、ニュ
ーロンから放出された神経伝達物質の取り込みや、ニューロンへのエネルギー源の供
給などに関与する（Kimelberg and Katz 1985; Schousboe et al. 2004; Pierre and Pellerin 
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2005）。加えて、ニューロンが未熟な状態から成熟して、ニューロンどうしが結合する
（シナプス形成）過程でのアストロサイトの関与（Song et al. 2002a, 2002b; Hama et al. 
2004）や、in vivo において、アストロサイトが記憶形成を助ける働きをもつこと（Pabst 
et al. 2016）が報告されている。コントロール群に比べ、ペルメトリン暴露群における
アストロサイトは、これら機能が低下していることが示唆された。 
発生-発達期の脳では、神経回路構築のため様々な神経シグナルが厳密に制御され
ており、この時期における化学物質の暴露は、発達中の神経毒性につながる（Rice and 
Barone 2000）。ペルメトリン暴露群の海馬において、早期のペルメトリン暴露により、
胎仔期、幼若期における正常な神経シグナルがかく乱され、神経幹細胞の新生ニュー
ロンとグリア細胞（アストロサイト）への分化のバランスが崩れたと考えられた。加
えて、ペルメトリン暴露群において、アストロサイトの機能不全により、学習・記憶
能の低下や、新生ニューロンが成熟できない可能性が考えられた。 
以上の結果から、ペルメトリン暴露群では、海馬をはじめとした学習・記憶、そし
て記憶の想起に関連した神経回路が適切に構築されておらず、第２章で観察された行
動影響として顕在化したと考えられる。 
 
【小括】 
早期にペルメトリンを長期にわたり低用量暴露した雄マウスの成熟後の中枢神経
系（脳組織）への影響として、学習記憶に関与する海馬（歯状回）において、新生ニ
ューロンが過剰産生され、蓄積している可能性が考えられた。また、海馬歯状回にお
けるアストロサイトの数の減少・形態異常による機能低下が考えられた。すなわち、
早期におけるペルメトリンの低用量慢性暴露は、個体の神経回路基盤の形成に影響を
及ぼし、今回の行動影響との関連が示唆された。 
 
 
第４章 発生-発達期における低用量ペルメトリンの慢性暴露による雄マウス精巣 
影響 
 
【緒言】 
ペルメトリンは、エストロジェンレセプターα（ERα）を介したエストロジェン様活
性を示す（Kojima et al. 2004; Sun et al. 2014）こと、精巣ライディッヒ細胞のミトコン
ドリア細胞膜を損傷し、テストステロン生合成に影響を及ぼす（Zhang et al. 2007）こ
と、さらに DEET（忌避剤）との複合暴露によって、次世代以降の生殖器疾患増加の
原因となる（Manikkam et al. 2012）といった、生殖内分泌系への影響も疑われている
物質でもある。哺乳類の中枢神経系と生殖内分泌系は、視床下部-下垂体-性腺軸（HPG
軸）の制御により密接に関連している。環境化学物質への暴露に対して最も感受性の
強い時期は、胎仔期、幼若期など発達における重要な時期であり、その影響は成熟期
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よりも大きい（UNEP and WHO 2013）。すなわち、本来神経系をターゲットとした化
学物質であっても、特に発生-発達期において、哺乳類の生殖内分泌系に影響を及ぼす
恐れがある。そのため、本章では、ペルメトリンの低用量早期慢性暴露による、成熟
後の生殖内分泌系への影響を検討する。 
 
【材料と方法】 
行動試験に供試した雄マウス（12 週齢）から、精巣をサンプリングし、組織切片を
作製後、HE 染色、メチルグリーン・ピロニン染色、RNase A 処理による核酸の蛍光染
色、免疫組織化学を行った。免疫組織化学については、SOX9（セルトリ細胞マーカ
ー）陽性細胞のカウントを行った。 
 
【結果と考察】 
HE 染色の結果、コントロール群と比較して、ペルメトリン暴露群の精細管横断面
において、精子発生不全像や精子形成障害等の明らかな異常は観察されなかった（図
１０）。メチルグリーン・ピロニン染色において、RNA の蓄積と考えられる染色像が、
ペルメトリン暴露群の精細管横断面において頻繁に確認された（図１１右）。この蓄
積像（DNA、RNA を認識する PI の染色像）は、RNase A 処理によって完全に消失し
たため（図１２H, K:矢頭）、メチルグリーン・ピロニン染色において観察された蓄積
像は、DNA を含まず、RNA のみで構成されたものであることが明らかになった。そ
して、RNA の蓄積がみられる精細管横断面の割合は、コントロール群に比べ、ペルメ
トリン暴露群において有意に高く（図１３B）、その蓄積像は、精子発生過程において、
分化した精子が放出されるステージⅦ~Ⅸの精上皮において高頻度に観察された。メ
チルグリーン・ピロニン染色により、精細管管腔側で赤色に染色されるものは、残余
小体であることが示唆されている（Shin et al. 2007）ことから、ペルメトリン暴露群に
おける精細管には、大型化した残余小体が蓄積していることが示唆された。 
免疫組織化学によるセルトリ細胞（SOX9 陽性細胞）数のカウントの結果、1 精細
管横断面あたりのセルトリ細胞数は、コントロール群に比べ、ペルメトリン暴露群に
おいて有意に低かった（図１４B）。セルトリ細胞の増殖は胎仔期に始まり、ほとんど
の動物種では新生仔期が最も重要な増殖時期（Sharpe 2001）であり、この時期の内分
泌かく乱はセルトリ細胞数や精子形成能に影響を与える（Sharpe et al. 1998; Atanassova 
et al. 1999, 2005）。つまり、早期におけるペルメトリン暴露によるシグナルかく乱の結
果、セルトリ細胞数が減少し、セルトリ細胞のクリアランス作用が低下することによ
って、精子発生過程で生じた残余小体がセルトリ細胞に貪食されず蓄積していること
が考えられた。 
 
【小括】 
早期にペルメトリンを長期にわたり低用量暴露した雄マウスの成熟後の生殖組織
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（精巣）への影響として、RNA の蓄積がみられる精細管横断面の増加、セルトリ細胞
数の減少が認められた。すなわち、低用量のペルメトリン早期慢性暴露が成熟後の雄
マウスの精子発生過程に異常（残余小体の蓄積）を生じさせ、その影響は精子発生を
支えるセルトリ細胞数の減少（クリアランス作用の低下）に起因するものであること
が示唆された。 
 
 
第５章 総括 
 
本研究では、環境化学物質の早期暴露による生体への影響を明らかにするため、環
境中で想定される暴露条件をふまえ、モデル化学物質としてペルメトリンを用いて、
マウスに低用量で飲水投与することにより、その早期からの慢性暴露による成熟後の
雄マウスへの影響について検討した。 
第２章では、早期におけるペルメトリンの暴露は、低用量（ADI レベル）でさえ、
個体の成熟後の行動に影響を及ぼすことを示した。第３章では、行動影響を示したペ
ルメトリン暴露群において、今回の行動影響に関連した神経回路基盤の形成にも影響
が生じていることを示した。第４章では、低用量のペルメトリン早期慢性暴露は、本
来のターゲットである中枢神経系のみならず、個体の成熟後に哺乳類の生殖内分泌系
にも影響を及ぼすことを示した。すなわち、環境中で想定されるレベルの濃度での化
学物質の早期慢性暴露によって、成熟後に生じる新規の生体影響を発見した。現段階
では中枢神経系への影響と生殖内分泌系への影響の相関を示す結果には至らず、今後
より詳細な解析が必要ではあるが、本研究は、個体の早期における化学物質の低用量
慢性暴露に関して、生体を構築する機能単位の枠組みを越えた影響解析の重要性を示
した。 
本研究の結果より、環境中を想定した低用量の化学物質早期暴露は、成熟後の哺乳
類の脳機能および生殖機能に影響を与えることで、家畜の生産性（気質や繁殖成績）、
そして野生動物に悪影響を及ぼす恐れがあると考えられた。そのため、飼養時、また
は土壌を介して暴露されることで、哺乳類へ悪影響を及ぼす可能性のある環境化学物
質についての再評価が重要であるとともに、特に、胎仔期、生後発達期の影響評価に
関しては、成熟動物よりも慎重に規制値を検討する必要がある。 
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図 1. オープンフィールド試験の結果 
A) 総移動距離、B) 中央滞在時間、C) 平均移動速度、D) 移動回数 
Student’s t-test, mean ± S.E. *p < 0.05 vs Control. n = 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 明暗往来試験の結果 
A) 明室移動距離、B) 明室滞在時間、C) 転室回数、D) 暗室待機時間（明室 
へ初めて入るまでにかかった時間） 
Student’s or Welch’s t-test, mean ± S.E. *p < 0.05 vs Control. n = 12. 
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図 3. 恐怖条件付け学習記憶試験の結果 
A) 条件付け時のフリージング率の経時的変化 
A’) 条件付け時のフリージング率の比較 
B) 空間-連想記憶試験時のフリージング率の経時的変化 
B’) 空間-連想記憶試験時のフリージング率の比較 
C) 音-連想記憶試験時のフリージング率の経時的変化 
C’) 音-連想記憶試験時のフリージング率（初期反応）の比較 
Student’s t-test, mean ± S.E. *p < 0.05 vs Control. n = 12. 
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図 4．行動試験におけるコントロール群とペルメトリン暴露群との各試験結果の平均値の比
較（コントロール群の平均値を 100％としたときのペルメトリン暴露群の平均値） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. マウス（12 週齢）海馬の HE 染色像 
C, F: CA1 領域、D,G: CA3 領域、E, H: 歯状回 
コントロール群: A, C–E、ペルメトリン暴露群: B, F–H.  
Scale bars, 500 µm (A, B), 100 µm (C–H). 
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図 6. 新生ニューロンマーカー（doublecortin; DCX）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）海馬歯状回における DCX の発現、B) 各群における DCX 陽性 
細胞数の比較 
コントロール群: a–c, g–i, m–o、ペルメトリン暴露群: d–f, j–l, p–r 
Scale bars, 300 µm (a, d, g, j, m, p), 200 µm (b, e, h, k, n, q), 20µm (c, f, i, l, o, r). 
Student’s t-test, mean ± S.D. *p < 0.05 vs Control. n = 3. 
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図 7. 成熟ニューロンマーカー（NeuN）および神経幹細胞マーカー（SOX2）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）海馬歯状回における NeuN および SOX2 の発現、B, C) 各群における NeuN 
および SOX2 陽性細胞数の比較 
コントロール群: a, b, e, f, i, j, m, n、ペルメトリン暴露群: c, d, g, h, k, l, o, p  
Scale bars, 200 µm (a, c, e, g, i, k, m, o), 20 µm (b, d, f, h, j, l, n, p). 
Student’s t-test, mean ± S.D. *p < 0.05 vs Control. n = 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8. アストロサイトマーカー（GFAP）によるマウス（12 週齢）海馬歯状回の免疫組織化学 
コントロール群: A–C, a–c’、ペルメトリン暴露群: D–F, d–f’ 
Scale bars, 50 µm (A–F), 10 µm (a–f’). 
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図 9. オリゴデンドロサイトマーカー（MAG）によるマウス（12 週齢）海馬歯状回の免疫組織化
学 
コントロール群: A, B, E, F, I, J、ペルメトリン暴露群: C, D, G, H, K, L 
Scale bars, 200 µm (A, C, E, G, I, K), 100 µm (B, D, F, H, J, L). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 10. マウス（12 週齢）精巣における精細管横断面の HE 染色像 
コントロール群: A, B、ペルメトリン暴露群: C, D 
Scale bars, 100 μm (A, C), 50 μm (B, D). 
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図 11. マウス（12 週齢）精巣における精細管横断面のメチルグリーン・ピロニン染色像 
*: RNA の蓄積と考えられる染色像が確認された精細管横断面  
Scale bars, 100 μm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 12. RNase A 処理による核酸の蛍光染色 
白い矢頭: PI シグナルの消失 
Scale bars, 50 μm (A, B, C, G, H, I), 20 μm (D, E, F, J, K, L). 
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図 13. メチルグリーン・ピロニン染色による、RNA の蓄積がみられる精細管横断面の割合 
箱ひげ図について、箱内の垂直線は中央値を表す。箱は 25-75 パーセンタイルを表す。ひ 
げの上端と下端はそれぞれ最大値と最小値を表す。箱ひげ図の上の数値は、観察した精細 
管横断面数に対し、RNA の蓄積が観察された精細管横断面数を表す。 
Welch’s t-test, *p < 0.01 vs Control. n = 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. セルトリ細胞マーカー（SOX9）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）精巣におけるセルトリ細胞マーカー（SOX9）を用いた免疫組織化学、
B) 各群における SOX9 陽性細胞数の比較 
コントロール群: A-H、ペルメトリン暴露群: I-P、白い矢頭: セルトリ細胞 
Scale bars, 100 μm (A-D, I-L), 50 μm (E-H, M-P). 
Student’s t-test, mean ± S.D. *p < 0.05 vs Control. n = 6.
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及び生殖系に及ぼす影響 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
本論文は、近年の化学物質影響の中でも特に関心が持たれている、発生-発達期（個体
における早期）への影響、そして低用量での影響に着目し、ピレスロイド系殺虫剤の１
つであるペルメトリンをモデル化学物質として用いることで、環境中に存在しうるレベ
ルの濃度（１日摂取許容量：ADI）を想定した、化学物質の早期暴露によって誘発される
成熟後の生体影響を明らかにすることを目的としたものである。 
本論文の第２章では、ペルメトリンの低用量早期慢性暴露による、成熟後雄マウスへ
の中枢神経系への影響を検討した。自発運動量、情動行動、学習記憶能に着目し、行動試
験を行った結果、ペルメトリン暴露群の雄マウスにおいて、新奇環境における軽度の適
応不全および学習記憶異常を捉えた。すなわち、早期におけるペルメトリンの慢性暴露
は、低用量であっても、個体の成熟後の行動に悪影響を及ぼすことを明らかにした。 
第３章では、ペルメトリン暴露群において捉えた行動影響に関連する雄マウス脳領域、
特にマウス海馬歯状回での神経回路に関わる細胞に着目して影響解析を行った。その結
果、行動影響を示したペルメトリン暴露群では、学習記憶に関与する海馬（歯状回）にお
いて、新生ニューロンが過剰産生され、蓄積している可能性が考えられた。また、海馬歯
状回におけるアストロサイトの数の減少・形態異常が観察された。これらの結果は、早
期におけるペルメトリンの低用量慢性暴露が、個体の神経回路基盤の形成に影響を及ぼ
し、今回の行動影響との関連を示すものであった。 
第４章では、行動影響を示したペルメトリン暴露群において、雄性生殖器への影響を
検討した。その結果、早期にペルメトリンを長期にわたり低用量暴露した雄マウスの成
熟後の生殖組織（精巣）への影響として、RNAの蓄積（残余小体の蓄積）がみられる精
細管横断面の増加、セルトリ細胞数の減少が認められた。すなわち、ペルメトリンの早
期慢性暴露は、低用量であっても、ターゲットとなる中枢神経系のみならず、生殖内分
泌系にも悪影響を及ぼすことを示した。 
本研究では、発生-発達期における低用量のペルメトリンの長期間にわたる暴露によっ
て、成熟後に生じる新規の生体影響を発見した。そして、化学物質暴露の影響評価系の
中でも、知見の乏しい胎生期、生後発達期への影響評価に関して、新たな側面から検討
した本研究は学術的な価値も高い。したがって、本研究は博士（農学）の学位を与えるに
値するものであると判定した。 
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